Prof. dr hab. n. med. Barbara Glowiriska-Olszewska
Klinika Pediatrii, Endokrynologii,

Diabetologii z Pododdziatem Kardiologii
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

ul. Waszyngtona 17

15-274 Biatystok

tel: 857450737, kom: 607676250

Szanowny Panie Profesorze,

Biatystok, dnia 03.12.2023

Szanowny Pan

prof. zw. dr hab. n. med. Marcin Roszkowski
Z-ca Przewodniczacego Rady Naukowej

Instytutu ,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”

Niniejszym przesytam recenzje rozprawy na stopier naukowy doktora nauk medycznych,
mgr Agnieszki Malgorzaty Ochociniskiej,

pt.:, Poszukiwanie potencjalnych biomarkeréw przebiegu cukrzycy typu 1 u dzieci”

tacze wyrazy szacunku

Barbara Gtowinska-Olszewska



Ocena

rozprawy na stopieri naukowy doktora nauk medycznych,

mgr Agnieszki Matgorzaty Ochociriskiej, pt.: ,, Poszukiwanie potencjalnych biomarkeréw przebiegu
cukrzycy typu 1 u dzieci”,

promotor: prof. dr hab. n. med. Bozena Cukrowska, promotor pomocniczy: dr hab. Marta Wysocka-
Mincewicz

Cukrzyca typu 1 (T1D) stanowi 10-20% wszystkich przypadkéw cukrzycy i jest najczestsza nieuleczalng
choroby przewlekty wieku rozwojowego. Konsekwencja wieloletniej hiperglikemii w przebiegu
choroby jest wystepowanie poznych powiktai, objawiajacych si¢ zmianami w matych, a takze duzych
naczyniach (mikro- i makroangiopatie), dotyczacych wszystkich narzadéw i ukladéw. Czynnosciowe
zmiany w mikrokraZeniu s3 odwracalne, dlatego tez poszukuje sie markeréw do identyfikacji
wczesnych stadidw zaburzeri biochemicznych wskazujacych na poczatkowe stadia dysfunkg;ji
$rédblonka. W ostatnich latach w patogenezie T1D podkresla sie réwniez znaczenie zmian sktadu
mikrobioty jelitowej, prowadzacych do zaburzesi funkcjonowania bariery jelitowej i aktywagiji
proceséw zapalnych. Ze wzgledu na ogromny wplyw péinych powiktan na jakos¢ zycia pacjentéw
zT1D, waine jest poszukiwanie wczesnych markeréw uszkodzenia tkanek, ktére mogg wskazaé na
pacjentéw predysponowanych do danego typu powiktari lub ich wczesniejszego rozwoju. W bardzo
aktualny i niezwykle potrzebny nurt badar nad wczesnymi biomarkerami przebiegu cukrzycy typulu
dzieci i mtodziezy, ze szczegélnym uwzglednieniem powiktari przewlekiych wpisuje sie rozprawa
doktorska mgr Agnieszki Ochocinskiej. Badania zrealizowane zostaly w ramach zadania stuzgcego
rozwojowi mtodych naukowcédw (M41/19 — Znaczenie wybranych peptydéw i biatek biologicznie
czynnych w przebiegu cukrzycy typu 1 u dzieci: wplyw przestrzegania i nieprzestrzegania scistej kontroli
glikemii; doktorantka uzyskata zgode Komisji Bioetycznej przy Instytucie »Pomnik - Centrum Zdrowia
Dziecka” nr 18/KBE/2019).

Podstawe przedstawionej mi do oceny dysertacji doktorskiej stanowig trzy publikacje, w formie cyklu
prac, wszystkie napisane w jezyku angielskim:

1. Praca pogladowa
Ochociriska, A.; Wysocka - Mincewicz, M.; Cukrowska B. Autoantibodies against islet cell antigens -
current diagnostic possibilities/Autoprzeciwciata przeciwko antygenom komérek wysp trzustkowych —
aktualne mozliwosci diagnostyczne, Diagn Lab. 2022; 58 (3): 114-119.
doi: 10.5604/01.3001.0016.3189 Punktacja MNiSW: 40

2. Praca oryginalna
Ochociriska, A.; Wysocka - Mincewicz, M.; Groszek, A.; Rybak, A.; Konopka, E.; Bierta, J.B.;
Trojanowska, I.; Szalecki, M.; Cukrowska, B. Could I-FABP Be an Early Marker of Celiac Disease in
Children with Type 1 Diabetes? Retrospective Study from the Tertiary Reference Centre. Nutrients
2022, 14, 414. doi: 10.3390/hu14030414 Impact Factor: 6.706 Punktacja MNiSW: 140

3. Praca oryginalna
Ochocinska, A.; Wysocka-Mincewicz, M.; Swiderska, J.; Cukrowska, B. Selected Serum Markers
Associated with Pathogenesis and Clinical Course of Type 1 Diabetes in Pediatric Patients — The Effect
of Disease Duration. J. Clin. Med. 2023, 12, 2151. doi: 10.3390/jcm12062151
Impact Factor: 4.964 Punktacja MNiSW: 140

taczna punktacja cyklu prac wynosi Impact Factor: 11.671, punktacja MNiSW: 320




We wszystkich publikacjach doktorantka jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jej wiodacym udziale
w opisywanym projekcie. Stosowna dokumentacje poswiadczajgca wkiad w powstanie prac
Doktorantka dotaczyta do opracowania.

Uwage zwraca praca pogladowa, nie do korica spojna tematycznie z dwoma pracami oryginalnymi.
Whpisuje sig co prawda w temat gtéwny — poszukiwania biomarkeréw przebiegu cukrzycy typu 1 u
dzieci, bowiem przebieg cukrzycy typu 1 jest wielofazowy i wieloletni. Praca pogladowa, skadinad
bardzo ciekawie napisana, dotyczy fazy najwczesniejszej — i samej diagnostyki procesu
autoimmunizacyjnego, pozostate dwie prace dotyczg faz poéiniejszych - markerow powiktan
przewleklych i markeréw przebiegu wieloletniej cukrzycy. Zadaniem recenzenta, zdecydowanie
bardziej pasowato by w tej dysertacji opracowanie, w formie pracy poglgdowej, dotyczace wtagnie tych
markeréw badanych pézniej w pracach oryginalnych.

Rozprawe doktorska mgr Agnieszki Ochociriskiej stanowi opracowanie liczace w sumie 87 stron wraz z
zataczonymi wspomnianymi trzema publikacjami. Praca rozpoczyna sig od spisu publikacji, krotkiego
spisu tresci, nastepnie zawiera kolejno: streszczenia w jezyku polskim i angielskim, stowa kluczowe oraz
wykaz stosowanych skrétéw. Kolejnymi czeéciami s wstep, catosciowo przedstawione cele rozprawy
oraz materiat i metody, zalaczone kopie trzech publikacji, oméwienie wynikow publikacji, wnioski z
catosci opracowania, oraz wykaz pi$miennictwa (pi$miennictwo gléwnie anglojezyczne, pochodzace z
ostatnich lat, dobrze dobrane we wszystkich opublikowanych pracach).

Wstep opracowania jest nie jest skrétem pracy pogladowej, natomiast Doktorantka w zwiezty sposéb
opisuje w nim badane w pracach oryginalnych markery przebiegu choroby i powikfar przewlektych.
W opracowaniu wstepu pojawito sig kilka nieprecyzyjnych sformutowar:

- strona 15: ... wynika z indukowanego przeciwciatami niszczenia komérek beta....” — wykrywane
przeciwciata sg raczej markerami toczacego sie procesu autoimmunizacyjnego, nie za$ bezposrednim
czynnikiem sprawczym.

- strona 16 :”... uznajgcy hiperglikemieg za giéwny czynnik rozwoju T1D...” Hiperglikemia jest wynikiem
/skutkiem rozwoju cukrzycy nie za$ jej czynnikiem sprawczym.

- stona 16: ,,...dotychczas nierozpoznane cele terapeutyczne...”. W opinii recenzenta wszystkie
wspétczesne cele terapeutyczne, réwnies te pozaglikemiczne dotyczace leczenia cukrzycy typu 1 u
dzieci sa precyzyjnie rozpoznane i opisane w aktualnych wytycznych PTD oraz ISPAD.

Zasadniczym celem badai mgr Agnieszki Ochociniskiej byto poszukiwanie potencjalnych wczesnych
biomarkeréw zaburzen metabolizmu w T1D u dzieci.

W publikacji: Could I-FABP Be an Early Marker of Celiac Disease in Children with Type 1 Diabetes?
Retrospective Study from the Tertiary Reference Centre (Ochocifska i wsp., Nutrients, 2022)
doktorantka oceniata, czy jelitowe biatko I-FABP moze by¢ wezesnym markerem celiakii (CD) - choroby
autoimmunizacyjnej o wspélnej patogenezie genetycznej z T1D, w ktérej potwierdzono uposledzong
funkcje bariery $luzéwkowej. Celem za$ pracy Selected Serum Markers Associated with Pathogenesis
and Clinical Course of Type 1 Diabetes in Pediatric Patients — The Effect of Disease Duration
(Ochociriska i wsp., 1. Clin. Med., 2023) byta ocena stezei wybranych substancji czynnych (IAPP,
ProlAPP, CST, ChgA, I-FABP, NGF, PAF, oraz UMOD), ktérych udziat w patogenezie i przebiegu T1D oraz



jej powiktan jest znany lub postulowany oraz skorelowanie stezen tych wskaZnikéw z czasem trwania
T1D, jak réwniez poréwnanie ze stezeniami u 0séb zdrowych. Cele obu prac sformutowane sg jasno i
precyzyjnie.

W opisie czesci pacjenci i metody, zaréwno w opracowaniu, jak i pracach opublikowanych brakuje
informacji o sposobie rekrutowania i pochodzeniu dzieci zdrowych z grupy kontrolnej.
W pierwszej pracy oryginalnej Doktorantka zrekrutowata 156 pacjentéw z T1D, 51 pacjentéw z T1D i
aktywna postacig CD (T1D-CD) oraz 38 pacjentéw z aktywna CD bez T1D. Rzeczywiscie unikatowa
grupe stanowito 22 pacjentéw z T1D, z ujemnymi markerami serologicznymi CD w chwili rozpoznania,
u ktdrych dzigki corocznemu przesiewowi zdiagnozowano CD. Ponadto wéréd pacjentéw (T1D-CD) oraz
u pacjentow z aktywng CD wyodrebniono podgrupe pacjentéw, ktérzy stosowali GFD przez co najmniej
6 miesiecy. Wydzielenie tych kilku klinicznie réinych grup badanych pozwolito mgr Agnieszce
Ochocinskiej na uzyskanie i opracowanie ciekawych i oryginalnych wynikéw.

W drugiej pracy oryginalnej Autorka przeprowadzita badania réwnie: w grupie 156 pacjentow z T1D.
Wyodrebnita 30 dzieci z nowo rozpoznang T1D oraz 126 pacjentéw z T1D trwajacg ponad 3 lata.
Pacjentow dtugo chorujacych (>3 lat) podzielita dodatkowo wedtug czasu, jaki uptynat od rozpoznania
T1D wyodrebniajgc tych bez spodziewanych powiktari (pierwsze 3-5 lat choroby), pacjentéw z
prawdopodobieristwem wykrycia pierwszych wczesnych biochemicznych markeréw powiktan (67 lat
choroby) oraz pacjentéw, u ktérych subkliniczne powiktania mogtyby by¢ wykryte (>7 lat choroby).
Podziat na te trzy grupy jest wysoce spekulacyjny, i raczej nie spotykany w pi$miennictwie. Zwyczajowo
badane grupy sg dzielone ze wzgledu na czas trwania cukrzycy na ponizej i powyzej 10 lat, lub co pie¢
lat. Oczywiscie doktorant ma prawo zaprojektowac i analizowa¢ wtasny uktad grup ze wzgledu na czas
trwania choroby, jednak w tym przypadku - przedzialty czasowe 3-5, 5-6, i powyzej 7 lat sg
zdecydowanie za waskie.

W pierwszej pracy oryginalnej (Ochociriska i wsp., Nutrients, 2022) Doktorantka oceniata stezenia I-
FABP w surowicy pacjentéw z T1D, pacjentéw z T1D i aktywng CD oraz pacjentéw z aktywna CD bez
T1D. Nie wykazata jednak istotnych statystycznie réznic pomigdzy grupami pacjentéw z: T1D, T1D-CD,
CD bez T1D. Znaczenie biatka I-FABP w wykrywaniu CD u pacjentéw z T1D ocenita analizg krzywej ROC
otrzymujac pole pod krzywa (AUC) na poziomie 0,557. Dla stgzenia I-FABP w surowicy wynoszacego
>965 pg/ml (oszacowanego jako zwigzane ze wspdtistnieniem obu choréb) wykazata czutoéé i
swoistos¢ na poziomie 51,7 i 59,7%. W drugim mgr Agnieszka Ochociriska etapie oceniata wptyw
stosowania diety bezglutenowej (GFD) na stezenie biatka I-FABP u pacjentéw z T1D i aktywng CD oraz
u pacjentéw z aktywng CD bez T1D. Stezenie I-FABP w surowicy byto istotnie statystycznie nizsze u
pacjentdw przebywajacych na GFD, bez wzgledu na jednostke chorobowa, w poréwnaniu z pacjentami
niestosujagcymi GDF i osiggato wartosci zblizone dla grupy kontrolnej dzieci zdrowych. | ostatecznie
Doktorantka analizowata stezenia I-FABP przed rozpoznaniem CD u pacjentéw z rozpoznang T1D.
Srednia warto$¢ I-FABP w podgrupie pacjentéw z ujemnym wynikiem serologicznym CD na rok przed
rozpoznaniem CD (T1D-CD-1) nie rdinita sig istotnie statystycznie od pacjentéw z T1D. Réznita sie
jednak istotnie od grupy kontroinej i pacjentéw z T1D-CD po leczeniu GFD.

Na tej podstawie doktorantka wyciggneta stuszne whnioski, Ze I-FABP nie moie byé wczesnym
markerem CD u chorych z T1D, gdyz uszkodzenie bariery nabtonkowej jelita u pacjentéw z T1D
wystepuje niezaleznie od rozwoju CD. Ocena stezen I-FABP w kontekécie stosowanej GFD pozwala
sugerowac, Ze gluten moze byé¢ szkodliwy i indukowaé procesy autoimmunizacyjne nie tylko u



pacjentow z CD, ale takze u chorych z innymi chorobami autoimmunizacyjnymi, w tym T1D. Otwartym
pozostaje pytanie czy GFD moze byé skuteczna u pacjentéw z T1D bez CD.

W analizie statystycznej doktorantka potwierdza nieparametryczny rozktad badanych zmiennych oraz
stosuje nieparametryczne testy statystyczne, konsekwentnie nalezatoby wyniki przedstawi¢ w formie
mediana- rozstgp kwartylowy, zwyczajowo stosowany przy zmiennych nie spetniajgcych kryteriéw
rozktadu normlanego. Zabrakio réwniez wynikéw hemoglobiny glikowanej, zaréwno w opisie
charakterystyki badanych grup, jak i ewentualnie w pézniejszej analizie.

W drugiej pracy oryginalnej (Ochociriska i wsp., J. Clin. Med., 2023) mgr Agnieszka Ochocinska
wyodrebnita na podstawie czasu trwania choroby 4 podgrupy. Réinity sie one istotnie statystycznie
pod wzgledem parametréw biochemicznych odzwierciedlajacych metabolizm weglowodandw,
metabolizm lipidéw, jak réwniez kreatyniny. Zastanawia sens oznaczenia stezenia insuliny, gdzie
wiadomo, iz oznaczone stezenie pochodzi z insuliny podawanej podskérnie jako lek. Z kolei warto
bytoby przeanalizowaé badane parametry w zaleinoéci od dobrego lub ztego wyréwnania
metabolicznego choroby, czy zapotrzebowania na insuling w przeliczeniu na kg masy ciata.

W dalszym etapie analizy oceniano stezenia wybranych substancji czynnych u pacjentéw z T1D i w
grupie HC. Z wyjatkiem stezenia UMOD i NGF, stezenia badanych substancji byly istotnie statystycznie
wyzsze w grupie T1D w poréwnaniu z HC. W przypadku NFG réznice miedzy grupa T1D a HC nie byly
znaczace. Porownujac stezenia badanych substancji u dzieci z nowo rozpoznana T1D w poréwnaniu z
grupg dzieci z T1D leczonych przez co najmniej 3 lata wykazano, 7e czas trwania T1D wptywat na
stezenie NGF, ChgA i PAF. Steienie PAF byto znacznie nizsze w nowo zdiagnozowanej T1D
w poréwnaniu z pacjentami z T1D trwajaca > 3 lata. Mgr Agnieszka Ochociriska nie zaobserwowata
wptywu czasu trwania choroby na steienie IAPP, prolAPP i I-FABP, ale stezenia kazdej substancji roznity
sig istotnie statystycznie pomiedzy pacjentami z T1D (w kazdej podgrupie) i HC, z wyjatkiem UMOD.
Natomiast na stezenia CST, ChgA, PAF i NGF istotnie statystycznie wplywat czas, jaki uptynat od
rozpoznania, a kierunek zmian zalezat od rodzaju biomarkera.

Pomiar stgzeri wybranych markeréw w réinych stadiach rozwoju choroby pozwolit spojrzeé¢ na
problem szerzej i potwierdzit wczesniejsze przypuszczenia dotyczace roli wybranych markeréw w T1D.
Badania Doktorantki jednoznacznie potwierdzaja, ze substancje, na ktorych stezenie nie miat wplywu
czas trwania choroby sg zaangazowane w patomechanizm T1D (prolAPP, IAPP, I-FABP), natomiast
biomarkery takie jak CST, ChgA, PST i NGF - kt6rych stezenia byly zréznicowane w zaleznoéci od czasu
rozpoznania T1D, sa zwigzane z przebiegiem T1D i moga odzwierciedla¢ biochemiczny poczatek
poznych powiktan, co wymaga dalszych badar okreslajacych ich wartos¢ diagnostyczna.

Z obowigzku recenzenta pragne zwrécic uwage Doktorantki na rozbieznoéé pomiedzy opisywanymi
metodami statystycznymi, a wynikami. W opisie analizy statystycznej Doktorantka pisze, ie statystyki
opisowe przedstawiono jako $rednia i odchylenie standardowe, tymczasem w tabeli nr 1, zawierajacej
elementy danych opisowych wyniki przedstawione sa jako mediana i rozstep kwartylowy (i tak opisane
w stopce tabeli). W tej pracy, w przeciwieristwie do pierwszej — wyniki analizowanych biomarkeréw —
sq przedstawione graficznie zgodnie z opisywanym w analizie statystycznej nieparametrycznym
rozktadem,

Catos¢ doktoratu koriczy wspdlne dla obu prac oryginalnych podsumowanie, w ktérym mgr Agnieszka
Ochocifiska w skondensowany, dojrzaty i krytyczny sposéb podsumowuje wyniki swoich badan
odnoszac sig jednoczesnie do oryginalnych dyskusji prac opublikowanych.

o



Na podstawie przeprowadzonych badar doktorantka wyciagneta wnioski w petni odpowiadajace
postawionym celom i poparte wynikami prac:

1. Ocena stezenia I-FABP w surowicy pacjentéw z T1D moze byé wykorzystywana jako niezaleiny
marker przepuszczalnosci jelitowej, jednak marker ten nie moze byé wykorzystywany do
przewidywania zachorowania na CD, gdyz problem nieszczelnosci bariery nabtonkowej jelita
wystepuje u chorych z T1D niezaleznie od rozwoju CD.

2. Stezenia w surowicy krwi niektoérych z badanych substancji (CST, ChgA, PAF i NGF) zaleza od czasu
trwania T1D, co moze wskazywac na ich przydatno$¢ w procesie prognozowania ewentualnych
powiktari w trakcie przebiegu T1D, jednak niezbedny jest dtuiszy czas obserwacji pacjentéw ze
wzgledu na brak powiktan w grupie badanych dzieci z T1D.

3. Dla potwierdzenia uzytecznosci praktycznej wskazanych biomarkeréw nalezy kontynuowaé badania
w zakresie ustalenia ich wartosci referencyjnych w populacji dzieci zdrowych oraz analiz korelagji
badanych substancji w odniesieniu do kontroli glikemii i innych parametréw biochemicznych.

Catosc pracy, w tym zataczone opublikowane prace przeczytatam z duzym zainteresowaniem, jej tresé
Swiadczy o dojrzatych umiejetnosciach Doktorantki dotyczacych planowania i realizacji zadan
badawczych, prowadzenia merytorycznej dyskusji oraz wyciagania prawidtowych wnioskéw. Prace
oryginalne zawieraja precyzyjnie opisane kryteria wtaczenia i wykluczenia z bada#, tabele oraz ryciny
graficznie ilustrujace opisywane wyniki (w pracach oryginalnych), a takie bogate $wiatowe
pismiennictwo dotyczace podjetej tematyki. Bardzo ciekawe dyskusje obu prac oryginalnych $wiadcza
0 duzej wiedzy teoretycznej, natomiast zawarte w obu pracach oryginalnych akapity — ograniczenia i
sita badania $wiadczg o umiejetnosci doktorantki do krytycznego spojrzenia na wtasne wyniki.
Oceniana dysertacja niewatpliwie stanowi nowatorskie rozwigzanie podjetego problemu naukowego.
Poczynione uwagi krytyczne nie umniejszaja w niczym wysokiej wartosci ocenianej pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Agnieszki Ochocinskiej spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
(Dz.U. 22018, poz. 1668 ze zm.). W zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawic Radzie Naukowej Instytutu
~Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki Ochociriskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuje o wyréinienie rozprawy.

Uzasadnienie

1. Opublikowanie wynikéw badar w postaci trzech, wysoko punktowanych prac, we wszystkich
doktorantka jest pierwszym, wiodagcym autorem (Sumaryczny Impact Factor: 11.671,
sumaryczna punktacja MNiSW: 320 )

2. Oryginalny pomyst i nowatorskie opracowanie catoséci rozprawy.

Prof. dr hab. Barbara Gtowiriska-Olszewska
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